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Bir dibenzodiazepin tiirevi olan Klozapin, 1970'lerde ilk atipik (ikinci nesil) antipsikotik
olarak tanitildi. Sizofreninin pozitif ve negatif bulgularinin tedavisinde en etkili ilaglardan biri olarak
goriilmekte ve pratik olarak ekstrapiramidal semptomlar gostermemektedir. Klozapim, beyindeki
cesitli norotransmitter reseptorleri ile etkilesen karmagik bir farmakolojik profile sahiptir. Tam etki
mekanizmasi bilinmemek ama dopaminerjik ve serotonerjik etkilerin bir kombinasyonu oldugu
distiniilmektedir (Auwarter, 2011).

Klozapin, tedaviye direngli sizofrenide benzersiz bir sekilde etkilidir, sizofrenili agir hasta /
refrakter hastalarda etkinligine ek olarak, Klozapin'in tekrarlayan intihar davranisi riskini azalttigi
literatiirde gosterilmistir (Flanagan., 2013).

Atipik (ikinci nesil) antipsikotiklerin terapétik ilag izleme (TDM), baglilik degerlendirmeye,
dozaj1 optimize etmeye, toksisite riskini en aza indirmeye ve olast ilag-ilag etkilesimlerini arastirmaya
yardimet olabilir (Danielle S. Fisher, 2013).

Klinisyenlere karst olan zorluk, ila¢ metabolizmasindaki degigkenlikler nedeniyle serum
Klozapin diizeylerinin dozaj kullanarak yeterince kontrol edilememesidir. Yakimn tarihli bir
aragtirmada, klinisyenlere doz ayarlamalari i¢in gereken zamaninda bilgileri saglamak i¢in serum
diizeyleri bakim noktasinda (POC) hizli bir sekilde 6l¢iilebiliyorsa, Klozapinin daha genis bir sekilde
regete edilebilecegini gostermektedir (Mijeong Kanga, 2017).

Klozapin sizofreninin tedavisinde kuruldugundan beri HPLC-UV, HPLC-DAD CE-DAD,
GC-MS, LC-MS VE LC-MS / MS e elektrokimyasal yontemleri kullanilarak g¢esitli analitik yontemler
yaymlanmustir (Auwérter, 2011).

Calismamizda Klozapin analizinde LC-MS/MS yonteminin metot validasyonu CLSI
kurallarina uygun olarak gergeklestirildi. Metot validasyon parametreleri kapsaminda linearite,
analitik 6lgtim limitleri, tekrarlanabilirlik, geri kazanim, tagima, interferans, numune satabilitesi,
matriks etkisi, dondurma-¢6zmenin etkisi ¢alismalar1 yapildi.



Linearite ¢alismasinda metodumuz 1250 ve 1.2 pg/L araliginda lineer olarak bulunmustu.
Tekrarlanabilirlik ¢aligmasindan elde edilen Klozapin %CV’leri kabul edilebilir diizeylerdedir.
Interferans calismasinda elde edilen % biaslar diisiik sayilmaktadir. Klozapin icin geri elde
caligmasinda 625 pg/L’lik %97.76 ve 250 ng/L’lik %97.11 olarak bulunmustur, kantitasyon limiti 2.4
ug/L, dedeksiyon limiti 0.6 pg/L olarak belirlenmisti.

Anahtar kelimeler: Klozapin, Sizofreni, LC-MS/MS, Metot Vlidasyonu
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Clozapine atypical (second generation) antipsychotics, dibenzodiazepine derivative, was
introduced as the first atypical antipsychotic in the 1970s. It is still regarded as one of the most
effective medications for the treatment of both positive and negative signs of schizophrenia while
showing practically no extrapyramidal symptoms. The exact mechanism of action remains unknown
but is assumed to be a combination of dopaminergic and serotonergic effects (Auwérter, 2011).

Clozapine is uniquely effective in treatment-resistant schizophrenia, In addition to its efficacy
in severely ill/refractory patients with schizophrenia, clozapine has been demonstrated to reduce the
risk of recurrent suicidal behavior (Flanagan., 2013).

Therapeutic drug monitoring (TDM) of atypical (second generation) antipsychotics can help
assess adherence, optimise dosage, minimise the risk of toxicity, and help investigate possible drug—
drug interactions (Danielle S. Fisher, 2013).

The difficulty with clinicians is that serum clozapine levels cannot be adequately controlled
by dosing due to variations in drug metabolism. A recent study shows that clozapine can be prescribed
more widely if serum levels can be measured quickly at the point of care (POC) to provide timely
information for dose adjustments to clinicians (Mijeong Kanga, 2017).

Since the time clozapine was established in therapy of schizophrenia several analytical
methods using HPLC-UV , HPLC-DAD CE-DAD, GC-MS, LC-MS, LC-MS/MS and electrochemical
methods have been published (Auwirter, 2011).

In our study, method validation of clozapine in LC-MS / MS analysis was performed
according to CLSI rules. Linearity, limits of analytical measurement, reproducibility, recovery,
carryover, interference, matrix effects, sample stability and the effect of freezing- resolving were
carried out within the method validation parameters.

In the linearity, our method was found to be linear between 1250 and 1.2 pg/L. Clozapine%
CVs obtained from the reproducibility study are acceptable. The % biases of interference obtained are
considered low. In the recovery study of clozapine 625 pg/L 97.76% and 250 pg/L 97.11% was
found. the quantitation limit was 2.4 pg / L and the detection limit was 0.6 pug/ L.

Key Words: Clozapine, Schizophrenia, LC-MS/MS, Method Validation
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1. GIRIS VE AMAC

Sizofreni en ciddi psikiyatrik bozukluklardan biridir. Cogunlukla yaslar1 15
ile 30 arasinda, kronik hastalik 6ncelikle negatif ve kognitif semptomlar, buna karsin
akut tekrarlamalar, sanrilar gibi pozitif psikotik belirtilerin alevlenmesinden

kaynaklanmaktadir (KIM T. MUESER, 2011).

Bir dibenzodiazepin tiirevi olan Klozapin (CLZ), 1970'lerde ilk atipik (ikinci
nesil) antipsikotik olarak kullanilmaya baglandi. Sizofreninin pozitif ve negatif
bulgularinin tedavisinde en etkili ilaglardan biri olarak goriilmekte ve pratik olarak
ekstrapiramidal semptomlar gostermemektedir. Klozapin  beyindeki ¢esitli
norotransmitter reseptorleri ile etkilesen karmasik bir farmakolojik profile sahiptir.
Tam etki mekanizmas1 bilinmemekle birlikte dopaminerjik ve serotonerjik etkilerin

bir kombinasyonu seklinde diisiiniilmektedir (Auwdérter, 2011).

Klozapin tedaviye direngli sizofrenide benzersiz bir sekilde etkilidir
(Auwdérter, 2011), sizofrenili agir hasta/refrakter hastalarda etkinligine ek olarak,
Klozapin'in tekrarlayan intihar davranisi riskini azalttigi literatiirde gosterilmistir
(KIM T. MUESER, 2011).

Agiz yolu ile uygulanan Klozapin, hepatik mikrozomal enzim sistemleri ile
hayvanlarda ve insanlarda gesitli metabolitlere metabolize olur. Bu metabolitlerden
ikisi, N-desmetil Klozapin, Norklozapin ve Klozapin N-oksit énemli dolasimdaki
metabolitlerdir, her ikisi de Klozapin'den farmakolojik olarak daha az aktiftir.

Atipik (ikinci nesil) antipsikotiklerin terapétik ilag izleme (TDM), baglilik
degerlendirmeye, dozaj1 optimize etmeye, toksisite riskini en aza indirmeye ve olasi

ilag-ilag etkilesimlerini arastirmaya yardimci olabilir (Danielle S. Fisher, 2013).

Klinisyenlerin pratikte en sik karsilastiklar1 zorluk, ilag metabolizmasindaki
degiskenlikler nedeniyle serum Klozapin diizeylerinin dozaj kullanarak yeterince
kontrol edilememesidir. Yakin tarihli bir arastirmada, klinisyenlere doz ayarlamalari
icin gereken zamaninda bilgileri saglamak i¢in serum diizeyleri bakim noktasinda
hizli bir sekilde Olgiilebiliyorsa, Klozapinnin daha genis bir sekilde regete
edilebilecegini gostermektedir (Mijeong Kanga, 2017).



Zehirlenme vakalarinda, Klozapin plazma konsantrasyonlari, mililitredeki
mikrogramlara yiikselebilir. Cocuklarda ve yetiskinlerde, Oliimciil olmayan ve
olimciil, kazara veya kasitlh bircok Klozapin zehirlenmesi eski ¢alismalarda
aciklanmistir. Ayrica Klozapin doz bagimli epileptik nobetlere neden olabilir
(Auwirter, 2011).

Nadir fakat ciddi hematolojik etkiler (Agraniilositoz veya Graniilositopeni)
potansiyeli nedeniyle, bireylerin Klozapin tedavisini siirdiirdiigii siirece hematolojik
durumu siirekli izlemek gerekmektedir. Klozapin tedavisinin ilk 6 ay1 igin
hematolojik durumu (I16kosit sayis1i [WBC] ve mutlak notrofil sayis1 [ANC]) haftalik
olarak izlemek gerekmektedir (KIM T. MUESER, 2011).

Sizofreni semptomlarinin tedavisinde antipsikotik ilaglarin plazma diizeyinde
izlenmesinde, flupenazin ile RIA ve haloperidoliin HPLC-ECD ile saptanmasi gibi
birgok durumda kullamilmistir. Klozapin durumunda, gaz kromatografisi,
radyoimmunoassay, HPLC-UV ve GC-MS ile analiz de dahil olmak iizere
Klozapin'in bir veya her iki ana metabolitinin belirlenmesi i¢in smirl duyarlilik ve
Ozgiinliige sahip birkag analitik yontem bildirilmistir. Gaz kromatografisi ve GC-MS
yontemleri Klozapin-n-oksit deneyi ig¢in uygun olmayabilir, ¢linkii Klozapin-N-oksit
termal olarak kararsizdir ve yiiksek sicaklik igeren deneysel kosullar altinda
parcalanir. Klozapin-N-oksit de dahil olmak iizere ancak sinirli hassasiyet ve uzun
analiz siiresi ile Klozapin ve mtabolitleri test etmek i¢in HPLC-UV ydntemi ve
fotodiyoderay dedektorii (PDA) bulunan HPLC gibi daha hafif deneysel kosullardaki
yontemler kullanilmistir. Klozapin, NOR-Klozapin ve Klozapin-N-Oksidi eszamanli
olarak belirlemek icin ilk kez gelistirilen spesifik ve duyarli bir sivi kromatografi-
elektrosprey tandem kiitle spektrometresi (LC-MS-MS) metodunu tanimlamaktadir.
LC-MS/MS metodu, photodiodearray dedektorii (PDA) ile mevcut HPLC yontemine
kiyasla geligsmis 6zgiilliik, hassaslik ve daha kisa numune analiz zaman1 gostermistir.
Bu LC-MS/MS yontemi, sizofrenide Klozapin ile tedavi edilen hastalarda plazma

seviyesinin izlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Auwirter, 2011).

Klozapin ruh sagligi ve hastaliklar1 kliniklerinde kullanilmaktadir. Ruh
sagligr anabilim dali ogretim lyeleri tarafindan Klozapin diizey olglimleri talep
edilmekte ve diizey O6l¢limiiniin 6nemli oldugu ilag grubuna girdigi bilinmektedir.

Ilag diizeyi dl¢iimiinde hassasiyet c¢ok dnemli oldugundan kullandigimiz yéntemin



spesifitesi ve sensitivitesi yiiksek olmalidir. Analitik interferansin azaltilmasi,
dogrulugun arttirilmasi ve analiz siiresinin kisaltilmasi amaciyla serum Klozapin
diizeylerinin ol¢timii igin, Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometre (LC-
MS/MS)’te yeni bir Ol¢iim metodu gelistirerek, rutin Ol¢iimlerde kullanmay1

planlamaktayiz.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Anti-Psikotik ilaclar
2.1.1. Anti-Psikotik Ilaclar1 Nedir Ve Tarihi

Anti-psikotik ilaclart (noroleptikler), sizofreni, diger psikozlarin ve ajitasyon
durumlarinin tedavisinde etkilidir. Eski antipsikotikler ilaclari, dopamin 2’ye daha
yiiksek affinite sahip iken, yeni nesil antipsikotikler ilaclari, serotonin 5-HT, ye daha

biiyiik affinite sahiptir.

Ik antipsikotik klorpromazin, 1950'lerde gelistirilmistir. Daha sonra, etki
mekanizmalarinda ve yan etki profillerinde benzerlikleri paylasan diger
antipsikotikler gelistirilmistir. Klorpromazin, Tioridazin, Perfenazin, Molindon,
Tiyotiken, Pimozid, Fluphenazin ve Haloperidol su anda "birinci nesil
antipsikotikler" (first generation antiphsichotics, FGA'lar) olarak nitelendirilen
ilaglardir. Bu ilag smifinin alternatif isimleri arasinda "noroleptikler" ve "tipik"
antipsikotikler yer alir. Postsinaptik D2 dopamin reseptdr antagonizmasini inhibe
eder ve bdylece presinaptik dopaminerjik noronlar tarafindan salinan endojen

dopaminin etkisini azaltir.

Atipik antipsikotik olarak da bilinen ikinci nesil antipsikotikler (SGA’lar) ,
benzer bir etki mekanizmasi ile antipsikotik etkilerini uyguladigima inanilmaktadir,
ancak FGA'lardan farkli yan etkiler iireten reseptor etkinlik profillerine sahiptirler.
SGA’lerden ilk olarak Klozapin, sonra Risperidon, Olanzapin, Ketiapin, Ziprasidon

ve Aripiprazol gelistirilmistir.

FGA'larn, sizofreninin negatif semptomlarin1 daha da kétiilestirdigi (veya en
azindan gelistirmedigi) ve tardif diskineziyi (TD) igeren ekstrapiramidal
semptomlara neden oldugu bilinirken, SGA'larin negatif semptomlar: tedavi etmede
ve hareket bozukluklarina neden olma ihtimalinin daha disiik oldugu iimit

edilmekteydi.

Daha sonra SGA'larin sizofreninin negatif belirtilerini koétiilestirmedigi ve

TD'ye yakalanma riskinin daha diisiik oldugu ispatlanmstir.



Psikoz ve bipolar bozukluklar i¢in kullanilan ilaglar

antipsikotikler

Klasik ilaglar
(D2 receptor
affinity)

Daha yeni ajanlar
(5HT2 reseptori
afinitesi)

Klorpromazin
Flufenazin
Haloperidol
Tiyoridazin
Trifluoperazin

Klozapin
Olanzapin
Ketiapin
Risperidon
Ziprasidon

2.1.2. Antipsikotikler Simiflandirilmasi

antagonistleri )
<> Kismi D2 reseptor agonistleri
> Nondopaminerjik antipsikotikler

4

2.1.3. Antipsikotiklerin Farmakokinetigi

bipolar ilaglar

Klasik ilag

Lityum

Daha yeni ajanlar

Karbamazepin
Klonazepam
Olanzapin
Valproik Asit

Se¢ici dopamin reseptor blokaji ile antipsikotikler (D1, D2 ve D3

o  Serotonin (5HT) ajanlar1

o  Glutamat agonistleri

o  Gaba-A/benzodiazepin agonistleri

D2 + diger reseptorleri bloke eden antipsikotikler

o  5HT2 + D2 antagonistleri

o  5HT2 + D2 + alfa, antagonistleri

o  5HT2 + DT + D2 + alpha., antagonistleri 6r; Klozapin

Antipsikotikler ilaclart agiz yoluyla verildiginde iyi emilir, lipitte ¢6ziinenler

olduklart i¢in Santral sinir sistemine (SSS) ve diger ¢ogu viicut dokusuna kolayca

girer. Cogu plazma proteinlere baglanir ve giinlilk dozlamaya izin veren uzun plazma




yartlanma omriine sahiptir. Bu ilaclar eliminasyon olmadan 6nce karaciger enzimleri
tarafindan metaboliz olmalar1 gereklidir. Baz1 durumlarda sitokrom P450 enzimlerini
inhibe eden diger ilaclar antipsikotik ajanlarin yar1 Omiirlerini uzatabilir. Bazi
ilaglarin (6rn., Fluphenazine, Haloperidol) hem tedavinin hizli baslatilmast hem depo

tedavisi i¢in mevcuttur.
2.1.4. Antipsikotikler Etki Mekanizmasi

Insanlarda 5 cesit dopamin reseptorii vardir. Tip 1 ve 5 yapt ve ilag
hassasiyetinde benzerdir ve bu 2 reseptore "D1 benzeri" grup veya reseptor sinifi
denmektedir. Dopamin reseptorii tip 2, 3 ve 4 de yapisinda benzerdir ve bu nedenle
"D2-benzeri" grup olarak bir araya getirilmistir. Dopamin reseptorleri 2, 3 ve 4,
antipsikotik ilaclara gore belirgin olarak farkli duyarliliklara sahiptir. D1 gibi
reseptorler siklikla antipsikotik ilaglarin birincil hedefi olarak belirtilirken, 3 bulgu
D1 benzeri reseptorlerin bu ilaglarin terapétik etkisinde klinik olarak uygun
olmadigim1 gostermektedir. Klozapin gibi bazi antipsikotik ilaglarin tedavi dozlari
beyin dopamin D1 reseptorlerinin yaklasik %36-59'unu isgal etse de, bu isgal edilen
D1 reseptorlerinin Klozapin’in essiz dzelliklerine katkida bulunduguna inanmak igin

halen gecerli bir neden yoktur (Philip Seeman, 2002).

Sizofreni dopamin hipotezi, bozuklugun beynin spesifik noronal
bolgelerindeki ndrotransmitter dopaminin fonksiyonel aktivitesinin nispeten asiri
olmas1 nedeniyle Onerilmektedir. Bu hipotez birka¢ gdzlem iizerine kurulmustur.
Birincisi, birgok antipsikotik ila¢ beyin dopamin reseptoriinii (6zellikle D2
reseptorlerini) bloke eder. Ikincisi, dopamin agonist ilaglar (6rn., Amfetamin,
Levodopa) sizofreniyi siddetlendirir. Ugiincii olarak, tedavi gérmeyen sizofreni bazi
beyin bolgelerinde artmis yogunluklu dopamin reseptorleri tespit edilmistir. Sizofreni
dopamin hipotezi tam olarak tatmin edici degildir; ¢iinkii antipsikotik ilaglar ¢ogu
hastada kismen etkilidir ve birgok etkili ila¢g D2 reseptoriine kiyasla diger reseptorler
icin daha yiiksek afiniteye sahiptir. Phencyclidine (PCP) bir psikotik sendroma neden

olur, ancak dopamin reseptorleri lizerinde herhangi bir etkisi yoktur.

Yeni atipik antipsikotik ajanlarin ¢ogu, D2 reseptoriine kiyasla diger reseptorler
i¢in daha yiiksek afiniteye sahiptir. Ornegin, Alfa-Adrenoseptor blokaj etkisi birgok ilacin
antipsikotik etkisi ile iyi iliskilidir. Onemli D4 ve 5-HT2 reseptdr bloke edici etkilere



sahip bir ila¢ olan Klozapin, D2 reseptorleri igin neredeyse hig afiniteye sahip degildir.
Yeni atipik ilaglarin ¢ogunun (Ornegin, Olanzapin, Ketiapin Ve Risperidon) D2 ve diger
reseptorlerle etkilesime girebilmelerine ragmen 5-HT2A reseptorleri icin de yiiksek
afinitesi vardir. Ziprasidon, D2, 5-HT2A VE 5-HT1D reseptorlerinde bir antagonisttir ve
5-HT1A reseptoriinde bir agonisttir. Yeni antipsikotik ajan aripiprazol, D2 ve 5-HT1A
reseptorlerinde kismi bir agonist, 5-HT2A reseptorlerine de giiglii bir antagonisttir. Yeni
antipsikotik ilaglarin reseptor baglanma ozellikleri, sizofreninin dogasindaki dopamin
hipotezine alternatif olarak bir serotonin hipotezine yol agmistir. Atipik ilaglarin ¢ogu
standart ilaglara gore daha az ekstrapiramidal islev bozukluguna neden olur (Anthony J.
Trevor, 2015).

2.1.5. Anti-Psikotik ilaclar1 Yan Etkileri

Bazi insanlar ila¢g almaya basladiklarinda yan etkiler baslar. Cogu yan etki
birkac¢ giinden sonra geger. Diger yan etkileri kalic1 olabilmekte ama bu yan etkiler

cogu zaman basariyla yonetilebilir tipte olmaktadir.cogu antipsikotiklerin sik goriilen

yan etkileri:
<> Uyusukluk
<> Pozisyonlar1 degistirirken bas donmesi
X Bulanik goriis

- Carpinti
> Glinese duyarlilik

< Deri dokiintiileri

X/

<> Kadinlar i¢in regl sorunlari

Atipik antipsikotik ilaglar kilo alimmna ve kiginin metabolizmasinda
degisikliklere neden olabilir. Bu durum kisinin kolesteroliinii yiikseltebilir ve diyabet
olma riskini artirabilir. Atipik antipsikotik ila¢ alan bir hastanin kilosu, kan glikoz

seviyeleri ve lipit diizeyleri diizenli olarak izlenmelidir.



Klasik antipsikotik ilaglar, asagidakiler gibi fiziksel hareketlerle ilgili yan

etkilere neden olabilir:

Katilik

Kalic1 kas spazmlari

Titremeler

Huzursuzluk (National Institute of Mental Health, 2016).

2.2.  Klozapin

2.2.1. Klozapin Nedir Ve Tarihi

Klozapin veya 3-kloro-6-(4-metilpiper-azin-1-il)-5h-
benzolb][l,4]benzodiazepin, dibenzepinler olarak bilinen trisiklik antipsikotik gruba
aittir. Bu grup oksijen, nitrojen, karbon veya siilflir ile ikame edilmis yedi iyeli
dibenzazepin merkezi halka ile karakterizedir (Iskra ve decker 2012). Antipsikotik
dibenzepinler, bir Loxapine benzeri bilesikler grubunu (dibenzoksazepinler) ve
Klozapin benzeri bir grubu (dibenzodiazepinler) igerir. (Lindsley, 2013 Jul 17)

Klozapin ve onun tiirevleri Olanzapin ve Ketiapin yapilari sekil 2.1'de goriilebilir.
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Clozapine Olanzapine

H

;
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Loxapine

-

Quetiapine

Sekil 2.1: Klozapin ve onun tiirevleri Olanzapin ve Ketiapin yapilart.



Klozapin , atipik antipsikotiklerin ana tasidir. Tipik noroleptik ajanlara
kiyasla, serum prolaktin seviyelerini arttirmayan, sizofreni tedavisinde etkinligi,
ekstrapiramidal semptomlar1 (EPS) indiikleme egilimi diisiik, 6zellikle tardif
diskinezi gibi bir¢ok essiz klinik avantaja sahiptir. Pozitif belirtilere etkili olmanin
yani sira, Klozapin negatif belirtilerin tedavisinde faydali olabilir. Sizofreniyle iliskili

intihar egilimlerini ve baz1 biligsel agiklar1 dnlemek i¢in kanitlanmastir.

Bazi raporlar, Klozapin tedavisinin diger ndoroleptik ajanlar tarafindan
tetiklenen tardif diskinezinin diskinetik hareketlerini azalttigin1 6nermektedir (M.C.

Mauri, 2014).

Klozapin’in etkisi 1960’larin basinda atipik antipiskotik olarak tanimlandi.
Klozapin’in diger antipiskotik ilaglari (6rnegin "tipik" veya birinci jenerasyon ajanlar
olarak tanimlanan Klorpromazin Ve Haloperidol, FGA'lar) kullanilan hastalarda
olusan ekstrapiramidal yan etkileri olmadigi i¢in, avrupa marketinde sizofreni
tedavisinde daha iyi tolere edilebilir kabul edilmistir. Daha sonra finlandiyali
hastalarda olusan agraniilositoz raporlari regeteyi yazanlara biiyiik bir panik yaratt1.
100 Klozapin alan hastalardan 17 vakada 8 6liim gerceklesmesi iizerine, Klozapin
hemen 1976 de sandoz (iiretici firma) tarafindan piyasadan ¢ekilmistir (J., 2007
Mar).

Klozapin’in gekilmesinden 14 sene sonra ABD’de 6nemli bir ¢alismanin
sonuglarinda Klozapin’in klinik 6nemi kesfedilmistir. Tedaviye yanit veren ve
sizofreninin pozitif ve negatif semptomlarindaki diizelmelerle birlikte, tedaviye
direngli hastalarda Klozapin, Klorpromazine stiinliik gostermistir (Alessi-Severini,
2014).

Klozapin ilk 1960 yilindan avrupa'da 1975 yilina kadar kullanildi, 1976
yilinda goniillii olarak geri ¢ekildi ve 1989 yilinda fda tarafindan yeniden onaylandi
(Lindsley, 2013 Jul 17).

2.2.2. Klozapin Metabolizmasi

Klozapin, gidasiz olarak oral yoldan verildiginde %90-95 oraninda emilen iyi
dagitilmig bir SSS niifuz eden bilesiktir. Buna ragmen, yiiksek bir ilk gecis etkisine

bagli olarak, mutlak oral biyoyararlilik sadece sinirhidir. Klozapin plazma



proteinlerine diisiik baglanma gosterir ve oral dozdan yaklasik 2 saat sonra pik
plazma seviyeleri elde edilir. Klozapin’in eliminasyonu bifaziktir, kararli durum elde
edildikten yaklagik 12 saat sonra bir terminal yari omriina sahiptir (tipik olarak 7
giinliikk doz). Ayrica, Klozapin CYP450 enzimleri (6zellikle 1A2 VE 3A4) tarafindan
%80'i metabolize edilir, idrarda (%50) ve diskida (%30) metabolit olarak atilir
(Lindsley, 2013 Jul 17).

Bu metabolitler, 4 ve 16-29, titizlikle karakterize edilmistir. Metabolitlerin
biiyiik cogunlugu inaktiftir, fakat n-desmetil metabolit 4, NDMC aktiftir (vide infra)
ve dolagimdaki Klozapin’in dolasim dozunun %10-90'm1 olusabilir (Lindsley, 2013
Jul 17).
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9-GS (20) 9-OH (23) l
glucoronide and sulphates

Sekil 2.2: Klozapin metabolizmasi.

Klozapin, ortalama yar1 6miirleri 9.1 ile 17.4 saat arasinda degisen genis bir
bireylerarasi araligi gostermektedir. Pik plazma yogunluguna ulagsma siiresi 1,1 ile
3,6 saat arasinda, plazma aralig1 8,7 ila 53,3 1/ saat arasinda ve dagitim hacmi 1,6 ile

7,3 1 / kg arasindadir. Diizenli plazma konsantrasyonlara 7-10 giinliik dozlardan
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sonra ulasilir. Klozapin plazma proteinlerine, esas olarak alfa-glikoproteine %95
baglidir (M.C. Mauri, 2014).

2.2.3. Klozapin Etki Mekanizmasi

Klozapin, ilk ve bazi agilardan ikinci nesil antipsikotiklerin en etkili olan1 D2
reseptOriine zayif bir sekilde baglanir (D3 VE D4 dopamin reseptorlerinde nispeten
daha biiyiik antagonizma olmasina ragmen). SHT2A ve SHT2C reseptorleri i¢in orta
derecede afiniteye sahiptir. Diger antipsikotikler efektif olmazken Klozapin
genellikle etkilidir ve sizofreni ya da sizoaffektif bozuklugu olan hastalarda

antisiiisidal etkisi oldugu goriilmektedir.

Tresadern ve arkadaglar1 (2011) 1800'den kilogramdan fazla Klozapini
incelediler ve artan hidrofilisite, artan azot atomu sayisi, daha diisiik molekiil agirligi,
daha az halka, daha az kiral merkezler ve artan kismi pozitif yiikiin hepsinin D
reseptoriinden ayrismaya katkida bulundugunu kesfettiler. Klozapin’in, D2
reseptorlerine %50 baglanmasi i¢in 1 dakikadan daha kisa bir hizli ayrisma siiresine
sahip bir dopamin tip 2 (D2) reseptor antagonisti oldugu bilinmektedir. (Seeman,
2014 ) Klozapin, D2 reseptoriinden daha giiglii 20'den fazla reseptore baglanir ve 5-
HT2a'dan ayn1 veya daha kuvvetli olarak en az dort reseptore baglanir (Lindsley,
2013 Jul 17).

2.2.4. Klozapin Kullanim ve Yan Etkisi

Klozapin kullanimi agraniilositoz riski nedeniyle, oncelikle en az iki
antipsikotik tedaviye (6rnegin Olanzapin) yeterince cevap veremeyen sizofren ve

sizoaffektif hastalar i¢in uygulanmaktadir.

Bununla birlikte, beyaz hiicre sayimini izlemek igin sik1 izleme ve baslangigta

haftalik ve daha sonra iki haftada bir kan alinmas1 gerekir.

Klozapin ayrica artmig nobet riski, nadir miyokardit, eozinofili, antikolinerjik
ve antihistaminik etkiler, ortostasis, kilo alimi1 ve ters metabolik etkileri igeren diger

bir¢ok yan etkilere neden olabilir.

SGA!'lar arasinda, Klozapin ve Olanzapin, olumsuz metabolik etkilere neden

olma olasiligt en yiiksektir. Klozapin’in metabolik yan etkileri; kilo alimu,
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hiperglisemi, diyabet (kilo alimi1 olup veya olmadigi) ve hiperlipidemi seklindedir
(Stein, 2013).

2.2.5. Klozapin’in Kanda ki Konstrasyonu

Haring ve ark. Cok cesitli glinlik dozlar alan 148 hasta iizerinde (12.5-700
mg), cesitli gruplardaki yiizdelik farkliliklar1 degerlendirmistir. Arastirmacilar
erkeklerle iliskisi olan kadinlarda (100°de 69.3). Sigara i¢genlerde sigara igmeyenlere
gore (100°de 81,8) ve yash hastalarda daha gen¢ olanlara gore daha yiiksek

konsantrasyonlar1 gézlemlemistir.

Bazi  maddeler sitokromun aktivitesini  degistirerek  Klozapin’in
metabolizmasin1 etkiler, baslica CYP1AZ2 indiiksiyonu yapan ilaglar (6rnegin
Karbamazepin, Fenitoin Ve tiitiin) sitokromun indiikksiyonu yoluyla Klozapin’in
konsantrasyonunu azaltirken, eritromisin veya kafein gibi inhibitorler kan diizeyini

arttirir.

Atesli solunum yolu enfeksiyonlari, Klozapin konsantrasyonlarmin iki kat

artmasina neden olabilir.

Terapétik kilavuzlarda, Klozapin konsantrasyonunun, 6zellikle tedaviye zayif
yanit verenlerde, isbirligi yapmayan hastalarda, toksisite riski olanlarda, dnemli
advers reaksiyonlarin (nobetler vs) ortaya ¢ikmasi, karaciger hastaligi veya diger
ilaglarin ve uyaricilarin etkisi iizerine odaklanmasini 6nerilmektedir. Bu durumlarda,

Klozapin’in terapotik ilag takibi 6nemli klinik degere sahip olabilir.
2.3. Sizofreni
2.3.1. Sizofreni Nedir

Sizofreni, bir kisinin nasil diisiindiigiinii, hissettigini ve hareket ettigini
etkileyen kronik ve siddetli bir hastaliktir. Sizofreni diger ruhsal bozukluklar kadar
yaygin olmasa da, ¢ok sakat birakabilir. 1,000'inin yaklasik 7 veya 8 kisisinin

yasamlar1 boyunca sizofreni olacaktir.

Sizofreni, cinsiyet, yer, sosyal siif veya cildin renginden bagimsiz olarak

tim popiilasyona dagitilir (Andreasen, 1983).
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2.3.2. Sizofreni Semptomlari

Sizofreni hasta olan insanlar sesleri duyabilir veya orada olmayan seyleri
gorebilirler. Baskalarinin akillarin1 okuduguna, diistincelerini kontrol ettiine ya da

onlara zarar vermeye ¢alistiklarina inanabilirler.

Sizofreni, kadinlara gore biraz daha erkekleri etkilemektedir. Diinyadaki tiim
etnik gruplarda goriilmektedir. Haliisinasyonlar ve sanrilar gibi belirtiler genellikle
16 ila 30 yaslari arasinda baglar. Erkekler semptomlari kadinlardan biraz daha erken
baglar. En sik olarak sizofreni, ge¢ ergenlikte ve erken yetiskinlikte ortaya cikar

(Stein, 2013).

Pozitif semptomlar: asagidaki gibi normal islevin c¢arpikliklart veya

asiriliklarini igerir.

Haliisinasyonlar, sanrilar, diizensiz diisiince ve konusma, ve uygunsuz etki.
Genellikle haliisinasyonlar dogada isitseldir; nadiren gorsel, dokunsal veya koku
verici olabilirler. Deliizyonlar, olumsuz kanitlara ragmen diizenlenen yanlis
inanglardir ve kiiltiirel normlarla tutarli degildir. Tipler persekulasyon, referans,
somatik, grandioz vb. Igermekte. Pozitif semptomlar genellikle tedaviye negatif

semptomlardan daha duyarlidir (Stein, 2013).

Negative semptomlar: normal davranista azalma veya yoklugu igerir.
Duygusal diizlestirme, konusma ve dilin yoksullasmasi, avolisyon, motivasyon,

ilgisizlik, anhedoni ve sosyal izolasyon igerir (Stein, 2013).
2.3.3. Sizofreni Epidemisi

Sizofreni en sik goriilen psikiyatrik bozukluklardan biridir ve diinya
niifusunun yaklasik %1'1 psikiyatri kliniklerindeki yataklarin yarisindan fazlasim

isgal eden siddetli semptomlardan katlanmaktadir.

Hastalik genel popiilasyonun yiizde 1'inden daha azinda goriiliir, ancak
ebeveyn, erkek kardes veya kizkardesi gibi hastalikla ilgili birinci dereceden
akrabasina sahip kisilerin ylizde 10'unda goriiliir. Hastalikla ikinci derece akrabalari
(teyze, amca, babaanne veya anneannesi veya kuzenleri) olan insanlar da genel

popiilasyondan daha sik sizofreni gelisir.
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Bilim adamlar1, bir¢ok farkli genin sizofreni riskinin artmasina katkida
bulunduguna, ancak tek bir genin kendi basmma bozukluga neden olmadigina

inanmaktadir.

Sizofreninin yasam boyu yayginligi genel popiilasyonda% 0,5-1,5 arasindadir
ve diinya ¢apinda engelliligin 6nde gelen on nedenlerinden biridir. Not olarak, 100
oranindaki bu oranin farkli tarihsel donemlerde ve farkl kiiltiirlerde dikkate deger
Olciide sabit oldugu goriilmiistiir. Yillik insidansin 10,000'de 0,5 ila 5 arasinda
oldugu bildirilmistir. Sizofreni baslangici genellikle 20-45 yaslar1 arasindadir. Cogu
zaman, bozuklugun seyri kroniktir ve kademeli, ilerleyici bir bozulma ile
karakterizedir. Bununla birlikte, ilk sizofreni donemini takiben hastalarin %30-
60'inda kismi veya tam iyilesme oldugu bildirilmistir. Sizofreni hastalarinin yaklasik
%20-40"1 yasamlar1 boyunca en az bir kez intihar girisiminde bulunur ve yaklagik

%10-15'i intihar eder. Erkeklerde ve kadinlarda prevalans esittir (Stein, 2013).
Sizofreni i¢in asagidaki risk faktorleri bildirilmistir:

« erkekler daha erken teshis edilir (15-25 yas arasi erkekler, 25-35 yas arasi kadinlar)
» mevsimselligi: kis dogum fazlasi

* sizoid ve sizotipal kisilik bozukluklari

« aile Oykiisii sizofreni veya majér duygudurum bozukluklari

« yiiksek diizeyde ifade edilmis duygulari olan bir ailedir

* sizofreni kentsel alanlarda ve gelismis tlilkelerde daha sik olma egilimindedir.

« alt sosyoekonomik durum

* sizofreni yeni gogmenlerde daha sik goriilmektedir (yoksunluk, go¢iin stresi riskini
artirabilir) (Stein, 2013).

2.4.  Metot Validasyonu

2.4.1. Validasyon (CLSI ve ISO): bir islem, siireg, sistem, donanim ya da
yontemin beklendigi sekilde calistigini ve kullanim amacimi karsiladigini kanitlama

eylemi veya stirecidir.
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2.4.2. Dogruluk

Bir analitin seviyeinin gergek degere yakin olmasini ifade eder. Hata (bias)
ise iki deger arasindaki farki gosterir. Rastgele hata ve sistematik hatalarin toplami,
toplam hatay1 olusturmaktadir (Tietz, 2006). Dogruluk yontem karsilastirma, geri

elde ve interferans ¢alismalar ile saptanir.
2.4.3. Analitik Aralik (Linearite)

Ornegin tayininde hi¢ modifikasyon yapilmadan ydntemin dogru olarak

olgtilebildigi konsantrasyon araligidir.

Linearite siirlar1 kalibrasyon egrisi gizilerek saptanir. Bir metodun analitik
aralig1 % 95-99’un degerinde 6lgebilmesidir (Tietz, 2006).

2.4.4. Analitik Ol¢iim Limitleri

2.4.4.1. Limit Of Dedection (LOD)

En diistik saptanabilen analit miktaridir (Tietz, 2006).
2.4.4.2. Limit Of Quantitation (LOQ)

Belli bir kesinlik ve dogruluk degerinde kantitatif olarak en kiigiik dl¢iilebilen
analit miktaridir (Tietz, 2006).

2.4.5. Tekrarlanabilirlik (Kesinlik)

Bir analitik yontemin ayni numunenin ardigik analiz degerlerini ayni olarak

analiz edebilme giicli, metodun kesinligini gosterir (Tietz, 2006).
2.4.6. Geri Kazammm

Bir analitik yontemin konsantrasyonu bilinen miktarda eklenen analiti dogru
olarak Ol¢me kapasitesidir. Geri kazanim Olglimleri ile bir yontemin dogrulugu
hakkinda en gerceke¢i bilgi elde edilmis olur. Ciinkii igerigi bilinen Ornegin
matriksinde bulunan tiim bilesiklerin varliginda, analiti ne derece Ol¢tiigilini

gosteririr (Tietz, 2006).
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2.4.7. interferans (Girisim)

Analitten bagka bir bilesigin etkisi veya 6rnegin 6zelligi nedeniyle, 6l¢iilen
analit konsantrasyonunda klinik olarak anlamli bir bias’in olusumudur. (Tietz, 2006)
klinik anlamlilik: interferans olusturan bir analitik etkinin, ne kadar biiytikliikte

olursa klinik olarak anlamli olduguna karar verilmelidir.
2.4.8. Tasima (Carryover)

Otomatize calisan sistemlerde onceki numuneden sonraki numuneye aktarim
olup olmadigini, oluyorsa bunun kabul edilebilirligini gdstermek i¢in yapilir. Yiiksek
ve diisiik konsatrasyondaki numuneler belirli bir diizen icinde yerlestirilerek

okutulur. Gruplarin ortalamalari ve standart sapmalar1 hesaplanir.
2.4.9. Matriks Etkisi

Standart soliisyon i¢indeki analit ile plazma gibi biyolojik matriksteki ayni
analitin - LC-MS/MS  analizlerinde farkli  yamitlar  olusturmasi  seklinde
tanimlanmaktadir. Matriks etkisi es zamanli salinan endojen fosfolipitler ve pek ¢ok

farkli bilesikten kaynaklanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1. Cihazlar

. Tandem MS (ABSCIEX API 3200) (Singapur)

. HPLC { (Shimadzu UFLC; DGU-20 A3 (degasser), LC-20 AD (A pompast)
LC20 AD (B pompasi) ve SIL-20 AC HT (oto sampler) }(Japonya)

o Santrifiij (Beckman Coulter Sllegratm X-2212)

. Vortex (Dragon Lab, almanya)

o Evaporator (Teknosem Teb 40-Wel Wt, Tiirkiye)

J Ayarlanabilir otomatik pipetler (Brand, Almanya)

3.1.2. Kimyasallar

. Nitrojen tiipii (Habas)

. HPLC kolonu (Phenomenex Luna 5u C18, 50x4.6mm, Part No: 00b-4041-
EO)

o Internal Standart {Asetaminofen (Parol)} Atabay Kimya San. Ve Tic. A.S.

o Asetonitril { Merck 2.51 (Lot: 1.00030.2500) Darmstadt, Almanya) }

. HPLC Grade Su {Chemsolute,(Bach No: Q2a085192a) Almanya) }

. Formik Asit {Hcooh){Sigma Aldrich, Lot No: 81420 }

. Etil Acetat {Merck: 2,51 (Lot: 1.00868.2500 ) Darmstadt, Almanya) }

o NaOH {Merck: K40124804 919, Darmstadt, Almanya}

. Klozapin (Liponex by Novartis) 25 mg

3.2. LC-MS/MS
3.2.1. Metot Optimizasyonu

Caligmada optimum parametreleri belirlemek i¢in ve en yiiksek intensiteye
sahip pikleri elde etmek i¢in cesitli ¢alismalar gerceklestirilmistir. Uygun mobil fazi
belirlemek i¢in ¢alismamizda 9%100’lik metanol ile hazirlanan standartlar
kullanilmistir. ilk hazirladigimiz mobil faz A %0.1°lik formik asit igeren HPLC
grade su, mobil faz B %0.1’lik formik asit igeren % 100’liik asetonitril ile

yapilmistir. Ikinci denememizde mobil faz A HPLC grade su, mobil faz B % 0.1°lik
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formik asit iceren %100’liik asetonitril ile yapilmistir. Ugiincii denememiz izokratik
olarak %0.1°lik formik asit igeren %50 su/asetonitril ile yapildi. En iyi intensite; %
100 metanol ile ¢oziilen standartlarin mobil faz A %0.1°lik formik asit igceren HPLC
grade su, mobil faz B %0.1°’lik formik asit igeren %100’liik asetonitril ile elde
edilmistir. Calismamizda kullandigimiz formik asitin sebebi ise iyonlasmay1 arttiric
etkisidir. Cihaz ayarlarini belirlemek tizere yapilan deneme ¢alismalarinda yukarda
belirledigimiz mobil faz A, mobil faz B ve metanol ile hazirlanan standartlar

kullanilmistir.

Cihaz ayarlan ile ilgili olarak time denemeleri 50 milisaniye, 100 milisaniye,
150 milisaniye, 200 milisaniye; enjeksiyon voliimiinii belirlemek i¢in 20 pl, 30 pl ,
40 pl 50 pl ile; sicaklik denemeleri 350°c, 400°c, 450°, ile c¢alismalar
gerceklestirildi. Tonspray voltaj (IS) ile ilgili denemeler, 4000v, 4500v, 5000v ve
5500v ile gergeklestirilmistir.

Akis gradientini belirlemek i¢in yaptigimiz deneme ¢alismasi Sonucunda
total akis hizi 1ml/dk olarak belirlenmistir. Calismamizda total akista pompa B’nin
yiizdesini belirlemek icin %50, %60 ve %70 ile deneme c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak calismamizda kullandigimiz akis gradienti sekil

3.1°de verilmistir.

Metanol ile hazirlanmis standart ile uygun gaz ayarlar1 ve potansiyel
ayarlarinin ¢aligmalar1 deneyerek yapildi. Gaz ayarlar1 ve potansiyel ayarlar1 Cizelge

3.1°de verilmistir.

Gergeklestirilen deneme ¢aligmalar1 Sonucunda en yiiksek intensiteye sahip

pikleri elde edilen kosullar Cizelge 3.1°de verilmistir.
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3.2.2. LC-MS/MS Parametreleri

Calismamizda kullandigimiz LC-MS/MS parametreleri Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1 LC-MS/MS parametreleri.

Declustering potential (DP) 40
Entrance potential 10
Collision energy (CE) 35
Collision cell exit potential (CXP) 4
Curtain gas 20
Collision gas (CAD) 6
lonspray voltage (1S) 5000 v
Temperature (TEM) 350°
lon source gasl (GS1) 40
lon source gas2 (GS2) 60
Interface heater Off

lonisation mode

Elektro sprey iyonizasyon

lonisation source Turbo sprey
Collision gas N>

Dwell time 100 milisaniye
Pompa modu Binary flow
Total akis 1 ml/dk
Enjeksiyon volume 40 pl

Analiz siiresi 5 dk

Kolon HPLC kolonu (phenomenex luna 5u c18,
50x4.6mm)

Mobil faz A % 0,1°lik formik asit iceren HPLC grade su

Mobil faz B % 0,1°1ik formik asit i¢eren asetonitril
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Klozapin standartlar1 %100 metanolde ¢6zdiiriildii, Q; Ve Qs iyonlarmin

tayini Absciex APl 3200 tandem mass spektrometri cihazinda autotune algoritmasi

kullanilarak gerceklestirildi. En yiiksek intensiteye sahip Q; Ve Qs iyonlar1 Klozapin

icin 327.100 ve 270.100 olarak belirlendi. Internal standart (Asetaminofen) icin ise
en yiiksek intensiteye sahip iyonlar (Q1-Q3) 152.100-65.100 olarak belirlendi.

Piklerin ¢ikis siiresi Klozapin igin: 0.95 dk’ydi.

3.2.3. Akis Gradienti

Calismamizda kullandigimiz akis gradienti sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1 akis gradienti.

Time [Module [Event [Parameter
1 0.10 Pumps Pump B Conc. a0
2 1.00 Pumps Purmp B Conc. a0
3 200 Pumps Purmp B Conc. 100
4 3.00 Pumps Purmp B Conc. 100
5 4.00 Pumps Purmp B Conc. a0
B 410 Pumps Purmp B Conc. 50
7 5.00 Controller Stop
g
Gradient Curve
100 T T
a0 —
m B0 .
&
40| E
20 —
0 1 1 1 1
0.0 10 2.0 30 4.0 5.0
Time (min.)
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3.2.4. Elde Edilen Pikler

Calismamizda elde ettigimiz Klozapine ve internal standartina ait LC-MS/MS
pikleri sekil 3.2°de gosterilmistir. XIC OF +MRM (4 pairs): 327.100/270.100 da ID:
clozapine from sample 13 (Klozapin hasta 12) of Klozapin hasta numuneleri.

[T 5C of +MRM (3 pair): 152.100755.100 Dz 1D: Asetominoten(is] from Sample 13 (CLZ Hasta 12) of CLZ Hasts Numunelen 0708201... Max. 7758 tps.
11885
1005
@
2 =004 128
2
=
£ eo0ea
z
=
£ a00e4
2.00e4
000
os 18 15 20 25 30 38 a0 as
Time, min
B C of +MRM (4 pairs): 327.100/270.100 Da 1B Clezapine from Sample 13 (CLZ Hasta 12) of CLZ Hasts Numunzleri 07092018 wif . Max. 1265 cps.
1.19:5 nas
1005
@
2 5004
2
=
E gonea
&
£ 400
20084
000
o5 18 15 20 25 30 35 a0 a5
Time. min
B |C of +MRM (4 pair) 152.100/55.100 Da ID: Asstominefan(IS)from Sample 13 (CLZ Hasta 12) of CLZ Hasta Numunsleri 0708201... Max. 7.72d ops.
7764 128
6.0e4
@
2
EZ a0es
5
2
z
Z  zpe
00
os 18 15 20 25 30 38 a0 as
Time. min

Sekil 3.2 Klozapin ve internal standart (Asetaminofen) pikleri.
3.2.5. Calisma Prosediirii

250 pl 6rnek ya da standart alinip tizerine 250 pl internal standart eklendi,
sonra 1 ml NaOH (pH 11-12) ve 1,5 ml Etil Asetat eklenerek 30 sn vortekslendi.
3500xrpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist faz temiz bir tiipe
alindi. Ust fazi alinnus tiipe tekrar 1,5 ml Etil Acetat ilave ederek tekrar 30 sn
vortekslendi. 3500xrpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bunun st fazi da tekrar iist fazi
alan temiz tiipe ilave edildi. Azot gazi altinda ugurularak kurutulan tiiplere %50°1ik
asetonitrilden 200 pl ilave edilerek ¢oziildi. 190 pl viallere enjekte edilip, viallerin

kapaklar1 kapatilarak spore yerlestirilerek analiz gerceklestirildi.
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3.3. On islemlerde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. Standartlarin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan kolzapin standartlar1 pskiyatrik boliimiinden tablet

olarak alinmistir.

Stok 1: tablet haldeki Klozapin (25 mg) standarti 250 mg/L olacak sekilde %100

metanol ile ¢oziilmiistiir.

Stok 2: stok 1’den 1/10 diliisyon yapilarak 25 mg/L = 25000 pg/L’lik standart elde

edilmisgtir.
Stok 3: stok 2°den 1/10 diliisyon yapilarak 2500 pg/L’lik standart elde edilmistir.
3.3.2. internal Standart Hazirlama Prosediirii

Asetaminofen ana stoktan (10 mg/ml) 1/1000 diliisyon yapilarak 10000
ng/L’lik standart elde edilmistir.

3.4. Metot Validasyonu
3.4.1. Linearite (Dogrusallik) Calismasi

Metot validasyonu kapsaminda gergeklestirdigimiz linearite ¢caligmalar1 CLSI
EP6-A protokoliine gore gergeklestirilmistir. Bu c¢alisma ile kalibrasyon grafigi

cizmek ve analitik 6l¢lim araligini belirlemek amaglanmustir.

Bu protokol dogrultusunda Klozapin igin 25000 pg/L’den, 1250, 625, 312,
78, 39, 19, 9.7, 4.8 , 2.4 ve 1.2 ng/L’lik konsantrasyonlar elde edilecek sekilde

linearite calismasinda kullanilmak {izere serum ile seri diliisyon yapilmusti.
3.4.2. Analitik Ol¢iim Limitleri

Limitler CLSI EP17 protokoliine gore belirlenmisti. (westgard ve ark, 2008).
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3.4.2.1. Limit Of Detection (LOD)

Kromatografik yontemlerde alt limitlerin sinyal/giiriiltli oranlarma gore
saptanmast esas alindi. Sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu konsantrasyon degeri

dedeksiyon limiti olarak belirlendi.
3.4.2.2. Limit Of Quantitation (LOQ)

Kromatografik yontemlerde alt limitler sinyal/gliriiltii oranlarina gore
saptanmast esas alindi. Sinyal/giiriiltii oraninin 10 oldugu konsantrasyon degeri

kantitasyon limiti olarak belirlendi.
3.4.3. Tekrarlanabilirlik (Kesinlik) Calismasi
Tekrarlanabilirlik galismas1 CLSI EP5-A protokoliine gore gergeklestirilmisti.

CLSI EP5-A protokiiliine uyularak gergeklestirdigimiz tekrarlanabilirlik
calismasinda Klozapin i¢in 625, 250 pg/L’lik serum havuzu ile ¢alisma i¢i (giin igi),
giin i¢i ¢aligmalar arasi1 20 Ol¢tim ¢ift calisilarak, giinler aras1 5 6l¢iim 4 giin boyunca

calisilarak tekrarlanabilirlik calismasi gerceklestirilmisti.
3.4.4. Geri Elde Calismasi

Geri elde c¢alismasinda klozapi i¢in 625, 312, 156 ug/L’lik standartlar
kullanildi.

1. Tiipe 1000 pl serum havuzundan alindu.

2. Tiipe 625 pg/L’lik standarttan 100 pl alinip, 900 pl serum havuzundan eklendi.
3. Tiipe 312 pg/L’lik standarttan 100 pl alinip, 900 pl serum havuzundan eklendi.
4. Tiipe 156 pg/L’lik standarttan 100 pl alinip, 900 pl serum havuzundan eklendi.

On islemler tamamlanarak okutulmustu ve eklenen standartlara gore %R

degerleri hesaplanmustir.
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3.4.5. Interferans Calismasi

Klinik laboratuvarlarda interferans calismalari kapsiminda
gerceklestirdigimiz interferans calismalari CLSI EP7-A protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmisti.

Klozapin igin, Olanzapin ile interferans ¢alismasi yapildi. Olanzapin’den 100-

2000 pg/L’lik konsantrasyonlar kullanildi.

Diisiik ve yiiksek diizeylerde olmak iizere iki serum havuzu elde edilmistir.

Interferan madde eklemek igin 5 adet tiip alindi.

Diistik diizey serum havuzundan esit miktarda 1. ve 5. Tiipe konuldu. 1. Tiipe
diistik diizey interferan serum havuzunun %10’nunu gecmeyecek sekilde konuldu. 5.
Tiipe de ayn1 miktarda yiiksek seviye interferan ilave edildi. 1. ve 5. Tiiplerde esit
miktarda alinarak 3. Tiipe konuldu. 1. ve 3. Tiiplerden esit miktarda alinarak 2. Tiipe
konuldu. 3. ve 5. Tiiplerden esit miktarda alinarak 4. Tiipe konuldu. Boylece 1.
Tiipten 5. Tiipe kadar artan konsantrasyonlarda (%0, %25, %50, %75 ve %100)
interferan igeren tiipler elde edildi. Yiiksek diizey serum havuzu igin de ayni1 islemler
tekrarlandi. 1. Tekrar interferan konsantrasyonu artan sirada, 2. Tekrar interferan
konsantrasyonu azalan sirada, 3. Tekrar tekrar interferan konsantrasyonu artan sirada
olacak selikde gergeklestirildi. Tiim konsantrasyonlarda ve interferanlarda ayni iglem

tekrarlanmistir.
3.4.6. Tasima (Carryover) Calismasi

Tasima ¢alismasinda yiiksek ve diisiik konsatrasyondaki érnekler belirli bir

diizen i¢inde yerlestirilerek okutuldu. Diizenleme sekli asagidaki gibidir.

D1-D2-D3-Y1-Y2-D4-Y3-Y4-D5-D6-D7-D8-Y5-Y6-D9-Y7-Y8-D10-Y9-
Y10-D11

Grup 1: D2-D3-D6-D7-D8
Grup 2: D4-D5-D9-D10-D11

Grup 1 disiiklerden sonra gelen diisiik numunelerden olusurken, grup 2

yiikseklerden sonra gelen diisiik numuneleri igermektedir. Gruplarin ortalamalar1 ve
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standart sapmalar1 hesaplanir. Grup ortalamalar1 arasindaki fark total izin verilen

hatadan kiiciik olmasi1 durumunda tasima hatasinin olmadigi sdylenir (westgard ve

ark, 2008).
Tasima ¢alismasinda Klozapin i¢in kullanilan konsantrasyonlar;
Diisiik konsantrasyon: 250 pg/L
Yiiksek konsantrasyon: 625 pg/L’dir.

Klozapin i¢in yukaridaki konsantrasyonlar kullanilarak tasima c¢alismasi igin
gerekli tiipler standart 6n islemlerden gecirilerek, yukaridaki siraya gore analiz
edildi.

3.4.7. Numune Stabilite Calismasi

Numune stabilitesini belirlemek igin iki farkli hasta numunesi ayni giin
icerisinde standart 6n islemlerden gecirilerek c¢alisildi ve 7., 14. Ve 21. Glinlerde
calisilmak iizere donduruldu. Her calisma giiniinde standart 6n islemler yapilarak

analiz gerceklestirilmisti.
3.4.8. Dondurma Ve Cozmenin Etkisinin Belirlenmesi

Dondurma ve ¢6zme isleminin Klozapin o&lgiimiine etkisini belirlemek
amaciyla diisik ve yiiksek diizey olmak tizere farkli konsantrasyonlarda serum
havuzu olusturuldu. 4 defa dondurup ¢dézme islemi gergeklestirildi. Cozdiiriilen

numuneler standart 6n islemlerden gecirilerek analiz edildi ve Ol¢iim sonuglari

kaydedildi.

3.4.9. Matrex Etkisi Calismasi

Klozapin i¢in matriks etkisi ¢aligmalar1 Chambers ve arkadaslarinin yaptigi
caligma protokiiliine gore gerceklestirildi ve onlarin % matriks etkisi hesaplamasina
uygun olarak hesaplandi. Klozapin igin 625, 156 ve 78 upg/L’lik standartlar

kullanarak ger¢eklestirilmistir.

Bir serum havuzundan Klozapin igin 3’er tiip olmak {izere 6 tiip alindi,
numune hazirlama protokiiliine gore olarak 3 tlipte 6n islemden gecirilmistir, n
islemden gegirilen 3 tiip azot gazi altinda kurutulup 200 ul %50 asetonitril ile
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¢ozildikten sonra sirayla 200 pl 625, 156 ve 78 pg/L’lik Klozapin standart1 eklendi.
Iyice karistirhip, 190 ul viale almarak analizleri gergeklestirilmistir. Ayni analiz
icinde Klozapin icin herhangi bir 6n islem yapilmadan 3 tipe 200 pl %50’lik
asetonitril ve sirayla 200 ul 625, 156 ve 78 pg/L’lik Klozapin standart: eklendi. Iyice

karistirlip, 190 pl viale alinarak analizleri gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Linearite (Dogrusallik) Calismasi
Klozapin igin linearite sonuglar Cizelge 4.1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 Klozapin linearite verileri.

Klozapin Klozapin Klozapin Klozapin 1. Ve | Diliisyon | Uygunluk
ug/L 1.6l¢tim 2.0l¢lim 2. Ol¢iim

ortalamasi No %
1250 1230 1238 1234 1 98.7
625 644 626 635 2 101.6
312 333 320 326 3 104.6
156 174 160 167 4 107.1
78 88.9 85.2 87 5 111.6
39 45.1 40.6 42.85 6 109.9
19 27.6 25.3 26.45 7 139.2
9.7 14.5 151 14.8 8 152.6
4.8 7.62 6.2 7.06 9 147.1
24 4.3 3.9 41 10 170.8
1.2 2.5 2.7 2.6 11 216.7

Cizelge 4.1’de Klozapinin serum ile 1250 pg/L’den baslayip 1.2 pg/L’ye
kadar seri diliisyon ile inilen olglimler ve ortalamalar1 goriilmektedir. Her bir
konsantrasyon ¢ift olciiliip, ortalamalar1 alindi. Olgiilen deger beklenen degere

boliintip 100 ile garpilarak % uygunlugu tespit edildi.
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Klozapin linearite grafigi ve sonuglarn dagilimi Grafik 4.1°de

gosterilmektedir.
Scatter Plot
1,500 t 1:1 Line
Fitted Overall

g 1,000 +

2 P

O

@

5

w

3

S 500+

04 ' ; }
0 500 1,000 1,500
Assigned (ng/ml)

Grafik 4.1 Klozapin linearite grafigi ve sonuglarin dagilimu.

R? =0.989 olarak bulundu.
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4.2. Analitik ol¢iim limitleri

4.2.2. Limit of Detection

Klozapin i¢in LC-MS/MS’te sinyal giiriiltii oranina gore hesaplayan LOD

grafik 4.2’de gosterilmistir.

Prak [t Subt ) =5 4e+2

...........

Grafik 4.2 Klozapin i¢in LC-MS/MS’te sinyal giiriiltii oranina gore
hesaplayan LOD 0,6 pg/L olarak tespit edilmistir.

4.2.3. Limit of Quantitation

Klozapin i¢in LC-MS/MS’te sinyal giiriiltii oranina gore hesaplayan LOQ
grafik 4.3de gosterilmistir.

Peak [nt.(Subt.J=1.38+3

Grafik 4.3 Klozapin i¢in LC-MS/MS’te sinyal giiriiltii oranina gore
hesaplayan LOQ 2.44 ng/L olarak tespit edilmistir.
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4.3. Tekrarlanabilirlik (Kesinlik) Calismasi

4.3.1. Klozapin Cahsma Ici Calismas

Klozapin igin 625, 250 pg/L’lik konsantrasyonlar ayni ¢alisma i¢inde ardisik

20 defa okutulmustur.

625 pg/L’lik Klozapin konsantrasyonun c¢alisma igi

tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglar1 Cizelge 4.2°de gosterilmektedir. Ayni numunenin

2 SD araligindaki dagilimi grafik 4.4’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 625 pg/L Klozapin calisma igi tekrarlanabilirlik ¢alisma

sonuglart.

Precision Statistics

w0 ! Standard Deviation (SD) 366
Passes? Yes
40 Goal- 39.1 ng/ml 95% Confidence for SD 27,8t0 53,5
2 30 Coefficient of Vanation (CV) 57%
20 Mean 6469 ng/ml
er Mumber of Specimens (N) 20 0of 20
J_ Number of Oufliers -
0
Precision Plot
.
e
___________________________________________ e mneae
-
% *
E - - .8 -
= *
[ »
* .
................... o
O ! } } u }
0 5 10 15 20 25
Specimen Index

Grafik 4.4 625 pg/L Klozapin ¢alisma igi tekrarlanabilirlik SD dagilimi.

250 pg/L’lik Klozapin konsantrasyonun galisma i¢i tekrarlanabilirlik ¢alisma

Sonuglar1 Cizelge 4.3’te gosterilmektedir. Ayni numunenin 2 SD araligindaki

dagilimi grafik 4.5°de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.3 250 pg/L Klozapin calisma i¢i tekrarlanabilirlik calisma

sonugclari.

Precision Statistics
i Standard Deviation (SD) 152
0t Passes? Yes
15 ; Goal 15.6 ng/ml 95% Confidence for SD 11610223
o | Coefficient of Variation (CV) 5.0%
nr Mean 302.4 ngim|
51'- Number of Specimens (N} 20 of 20
i Number of Outliers -
oL
Precision Plot
3 F
2 g
-
*»
B . S O
L}
E *a .t ® *
= 0 2
a s
P I oS . S
L]
-
e e R EEEE PP
-3 4 ; ; ; ; )
0 5 10 15 20 25
Specimen Index

Grafik 4.5 250 pg/L Klozapin ¢alisma igi tekrarlanabilirlik SD dagilima.

625 ng/L’lik ve 250 ug/L’lik Klozapin konsantrasyonlarmin giin igi ¢alisma

i¢i tekrarlanabilirlik sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmektedir.

Cizelge 4.3 Klozapin ¢alisma igi tekrarlanabilirlik sonuglari.

Konstrasyon Ortalama SD CVv
625 646.9 36.6 5.7
250 302.4 15.2 5.0

Giin i¢i kesinlik ¢alismasinda 625 pg/L’lik konsantrasyonda elde edilen SD
degeri 36,6, % CV 5.7, 250 pg/L’lik konsantrasyonda elde edilen SD: 15.2, % CV:

5.0dur.

Wesgard’in websitesinde ( https://www.westgard.com/clia.ntm ) CLIA’ya

gore karbamazepin icin izin verilen total hata % 25 olarak verilmistir. 625 pg/L’lik

konsantrasyon icin izin verilen hata diizeyi; 625 x 0.25 = 156.25 ug/L’dir. izin
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https://www.westgard.com/clia.htm

verilen SD: 156.25 + 4 = 39.06’dir. 36.6<39.06 oldugu i¢in, 625 pg/L’lik

konsantrasyonda calismalar i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

250 pg/L’lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi 250x%0.25=62.5
pg/L>dir. izin verilen SD: 62.5 + 4 = 15.625°tir. 15.2<15.625 oldugu igin 250
ng/L’lik konsantrasyonda caligsmalar i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

4.3.2. Klozapin Giin i¢i Calisma Aras1 Calismasi

Klozapin ic¢in 625, 250 pg/L’lik konsantrasyonlar sabah ve aksam olmak
tizere ayni ¢alisma i¢inde ardisik 20’ser defa okutulmustur. 625 pg/L’lik Klozapin
konsantrasyonun giin i¢i tekrarlanabilirlik c¢alisma sonuglar1 Cizelge 4.4’da
numunenin 2SD araligindaki dagilimi grafik 4.6’da

gosterilmektedir. Ayni

gosterilmektedir.

Cizelge 4.4 625 pg/L Klozapin giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics
40 Goal 30,1 ng/ml Standard Deviation (SD) 20,6
Passes? Yes
& | 95% Confidence for SD 16,910 26 4
g 2l Coefficient of Variation (CV) 32%
! Mean 650,4 ng/ml
10 Number of Specimens (N) 40 of 40
0 Number of Outliers -
Precision Plot
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Grafik 4.6 625 pg/L Klozapin giin i¢i tekrarlanabilirlik SD dagilima.
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250 pg/L’lik Klozapin konsantrasyonun giin i¢i tekrarlanabilirlik calisma

sonuglart Cizelge 4.6’da gosterilmektedir. Ayni numunenin 2SD araligindaki

dagilimi grafik 4.7°da gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 250 pg/L Klozapin giin i¢i tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari.

Precision Statistics
| Standard Deviation (SD) 13,4
15 Goal: 15,6 ng/mi Passes? Yes
95% Confidence for SD 10,910 17,2
g 10 l‘ Coefficient of Variation (CV) 46%
Mean 290,3 ng/ml
5 Number of Specimens (N) 40 of 40
1 Number of Outliers -
0
Precision Plot
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Grafik 4.7 250 pg/L Klozapin giin i¢i tekrarlanabilirlik SD dagilimu.

625 pg/L’lik ve 250 pg/L’lik Klozapin konsantrasyonlarinin giin i¢i ¢alisma

arasi tekrarlanabilirlik sonuglari Cizelge 4. 6°de verilmektedir.

Cizelge 4.6 Klozapin giin i¢i tekrarlanabilirlik sonuglart.

Konstrasyon Ortalama SD CVv
625 650.4 20.6 3.2
250 290.3 13.4 4.6

Giin i¢i kesinlik ¢alismasinda 625 pg/L’lik konsantrasyonda elde edilen SD
degeri 20.6, % CV 3.2, 250 pg/L’lik konsantrasyonda elde edilen SD: 13.4, % CV:

4.6drr.
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Wesgard’in websitesinde ( https://www.westgard.com/clia.htm ) CLIA’ya

gore karbamazepin i¢in izin verilen total hata % 25 olarak verilmistir. 625 pg/L’lik
konsantrasyon icin izin verilen hata diizeyi; 625 x 0.25 = 156.25 pg/L’dir. izin
verilen SD: 156.25 + 4 = 39.06°dir. 20.6<39.06 oldugu ig¢in, 625 pg/L’lik

konsantrasyonda giin i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

250 pg/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi 250%0.25=62.5
pg/L>dir. izin verilen SD: 62.5 + 4 = 15.625°tir. 13.4<15.625 oldugu igin 250
ng/L’lik konsantrasyonda giin i¢i kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

4.3.3. Klozapin Giinler Arasi1 Calismasi

Klozapin igin 625 ve 250 ug/L’lik konsantrasyonlar 4 giin boyunca giinde 5
farkli numune birer kez okutuldu gilinler arasi tekrarlanabilirlik calismasi
gergeklestirildi. 625 pg/L’lik  Klozapin  konsantrasyonun  gilinler  arasi
tekrarlanabilirlik calisma sonuglar1 Cizelge 4.7°de gosterilmektedir. Ayn1 numunenin

2SD araligindaki dagilimi grafik 4.7°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.7 625 pg/L Klozapin giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglart.

Precision Statistics
50 4 Goal 521 ng/ml Standard Deviation (SD) 28,0
Passes? Yes

40 95% Confidence for SD 21,3t0 409
2 0 I Coefficient of Vanation (CV) 42%

20 Mean 6664 ng/ml

104 Number of Specimens (N) 20 of 20

UI Number of Outliers —

Precision Plot

S0 Index
=
-

0 5 10 15 20 25
Specimen Index

Grafik 4.7 625 pg/L Klozapin giinler arasi tekrarlanabilirlik SD dagilimi.
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250 ug/L’lik Klozapin konsantrasyonun giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢alisma

sonuglar1 Cizelge 4.8’de gosterilmektedir. Aynmi numunenin 2SD araligindaki

dagilimi grafik 4.8’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.8 250 pg/L Klozapin giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligsma

sonugclari.

Precision Statistics

20 )[7 Goal: 20,8 ng/ml

o
o]
i

0

j=in)

w

Standard Deviation (SD)
Passes?

95% Confidence for SD
Coefficient of Vanation (CV)
Mean

Number of Specimens (N)
Number of Qutliers

13,3

Yes

10,1t0 194
47%

2854 ng/ml
20 of 20

Precision Plot

S0 Index

} } }
10 15 20
Specimen Index

}
25

Grafik 4.8 250 png/L Klozapin giinler arasi tekrarlanabilirlik SD dagilimi.

625 ng/L’lik ve 250 ug/L’lik Klozapin konsantrasyonlarmin giinler arasi

tekrarlanabilirlik sonuglar Cizelge 4. 9°de verilmektedir.

Cizelge 4.9 Klozapin giinler arasi tekrarlanabilirlik sonuglart.

Konstrasyon Ortalama SD CVv
625 666.4 28.0 4.2
250 285.4 13.3 4.7

Giinler arasi kesinlik ¢aligmasinda 625 pg/L’lik konsantrasyonda elde edilen

SD degeri 28.0, % CV 4.2, 250 pg/L’lik konsantrasyonda elde edilen SD: 13.3, %

CV: 4.7dir.
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Wesgard’in websitesinde (https://www.westgard.com/clia.htm) CLIA’ya

gore karbamazepin icin izin verilen total hata % 25 olarak verilmistir. 625 pg/L’lik
konsantrasyon icin izin verilen hata diizeyi; 625 x 0.25 = 156.25 pg/L’dir. izin
verilen SD: 156.25 + 3 = 52.08°dir. 28.0<52.08 oldugu ig¢in, 625 pg/L’lik

konsantrasyonda giinler aras1 kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.

250 pg/L’lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi 250%0.25=62.5
ng/L’dir. izin verilen SD: 62.5 + 3 = 20.8’dir. 13.3<20.8 oldugu igin 250 pg/L’lik

konsantrasyonda giinler arasi kesinlik kabul edilebilir diizeydedir.
4.4. Geri Kazammmi Calismasi

Klozapin igin 625, 312 ve 156 pg/L’lik standartlar ile yaptigimiz geri elde
calismasinin verimleri Cizelge 4.10.’da gorsterilmektedir. 100°de geri elde edilen
oran ise geri elde edilen konsantrasyonun eklenen konsantrasyona oraninin 100 ile

carpilmasi ile hesaplanmastir.

Cizelge 4.10 Klozapin geri elde galigma verimleri.

Konstrasyon Geri elde edilen | % Recovery
100 pl Klozapin 625 pg/L+ | 62,5 61.1 %97.76
900 um serum
100 pl Klozapin 312 pg/L+ | 31,2 30.3 %97.11
900 pl serum
100 pl Klozapin 156 pg/IL + | 15,6 20.3 %130
900 ul serum
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4.5. interferans Calismasi

Klozapin, Olanzapin ile yaptigimiz interferans ¢alisma sonuglar1 Cizelge

4.11°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.11 Klozapin, Olanzapin ile interferans ¢alisma.

Numune ad1 Diistik diizeyler | Numune Yiiksek
ug/L numarasi diizeyler pg/L
Serum 260 Serum 680
D1 288 Y1 648
D1 278 Y1 637
D1 270 Y1 629
D2 264 Y2 654
D2 259 Y2 674
D2 240 Y2 580
D3 277 Y3 678
D3 281 Y3 682
D3 254 Y3 633
D4 258 Y4 710
D4 270 Y4 685
D4 240 Y4 701
D5 293 Y5 654
D5 274 Y5 662
D5 251 Y5 625

Diisiik ve yiliksek serum havuzundaki en yiiksek interferan igeren tiip

okumalarmin ortalamasi alinip % biaslar1 hesaplandi. Y5 igin %-4.85 , D5 icin %

4.87 olarak tespit edilmistir.
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4.6. Tasima (Carryover) Calismasi

Klozapin igin yaptigimiz tasima ¢alisma verimleri Cizelge 4.12°de

gosterilmektedir.
Cizelge 4.12 Klozapin tagima ¢aligmasinin sonuglari.
Carryover Analysis
High-Low Mean 3180 Error Limit 901
Low-Low Mean 3394 Passes? Yes
Carryover -214
Experimental Results
Low-Low  High-Low .

Sample Result Results  Results Suppeorting Data
L1 208 Units: i
= 2 = Analyst: Klozapin
L2 221 =21 Expt. Date: 31 Aug 2018
i B LowConz: 250
H2 783 High Conc 625
L4 348 348 Comment: Tasima
H3 858
H4 Taz
L5 383 383
L& 38z 392
L7 A 221
L& 338 338
HS 77
H8 884
LS 329 229
H7 a9z
HE8 783
L10 258 258
H9 785
H10 846
L11 282 282

Mean 330.4 318.0
sD 30.0 42.8

Klozapin i¢in yaptigimiz tasinma calismasi ep-evaluator release 8 analizi ile

degerlendirildiginde -21.4 olarak tespit edilmistir.
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4.7. Numune Stabilite Calismasi

Klozapin numune stabilitesinin tespiti i¢in hasta numuneleri ile yaptigimiz

caligmalarin sonuglar1 ve hesaplanan % biaslar Cizelge 4.13’te gorsterilmektedir.

Cizelge 4.13 Numune stabilite sonuglari ve % biaslar.

l.okuma | 2.0kuma | 3.0kuma | 4.okuma | 2. 3. 4.
Okumanin | Okumanin | Okumanin
% biasi % biasi % biasi

873 ug/l 758 ug/l 853 ug/l 744 ug/l -13.17 -2.29 -14,77

38 ug/l 44.1ug/l | 37.6 ug/l |33.7ug/l |16.05 -1.05 -11.3

4.8. Dondurma Co6zme Etkisi Calismasi

Klozapin i¢in dondurma ¢6zmenin etkisini belirlemek i¢in yaptigimiz

caligmanin verimleri ve Ol¢limlerin arasinda ilk Ol¢iime gore hesaplanan % biaslar

Cizelge 4.14’te gorsterilmektedir.

Cizelge 4.14 Klozapin dordurma ¢6zme etkisi ¢calisma verimleri ve 6lgiimlerin arasi

% biaslar.
Verilen 1.okuma 2.0kuma 3.0kuma 4.0kuma
konstrasyonu
625 pg/L 634 629 623 606
250 ng/L 270 245 266 227
625 ug/L | - -0.78 -1.73 -4.41
%bias
250 ug/L | - -9.25 -1.48 -15.9
%bias
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4.9. Matriks Etkisi Calismasi

Klozapin i¢in yaptigimiz matriks etkisi ¢alisma sonuglar1 Cizelge 4.15° te
goriilmektedir.

Cizelge 4.15 Klozapin matriks etkisi ¢alisma sonuglari.

Pik alan1 % Matriks etkisi
Mobil faz+ 625 pug/L |2.59 x 10°
Klozapin standarti
Serum havuzu + 625 pg/L | 2.7 x 10° 4.24
Klozapin standarti
Mobil faz+ 156 pg/L |5.87x 10
Klozapin standarti
Serum havuzu + 156 pg/L | 5.16 x 10° ;'
Klozapin standarti
Mobil faz+ 78 pg/L |2.97 x 10"
Klozapin standarti
Serum havuzu + 78 pg/L | 3.46 x 10° 16°R
Klozapin standarti

% Matriks etkisi =(Ektrakte edilen numunenin pik alan1 / Ektrakte edilmeyen

numunenin pik alani -1)x100
Klozapin % matriks etkisi yukaridaki formiil kullanilarak hesaplandi.
625 pg/L i¢in % matriks etkisi=(2.7x10°x10°/2.59x10° -1)x100= 4.24
156 pg/L igin % matriks etkisi=(5.16x10%x10%/5.87x10%-1)x100= -12.09

78 ug/L igin % matriks etkisi=(3.46x10%/2.97x10° -1)x100= 16.49
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S. TARTISMA

Klinik pratikte, Klozapinin sizofreni semptomlarinin tedavisinde biiyiik bir
rol oynamaktadir ancak Klozapinin hastay: etkileyen ¢ok kotii yan etkileri oldugu ve
bu yan etkileri nedeniyle Klozapin ¢ok doktorlar tarafindan tercih edilmemektedir.

Selgiik tiniversitesi tip fakiiltesinde bulunan ruh sagligi anabilim dal1 6gretim
tiyeleri tarafindan Klozapin diizey Ol¢timleri talep edilmekte ve diizey dlglimiiniin

onemli oldugu ilag¢ grubuna girdigi bilinmektedir.

llag diizeyi 6lciimiinde hassasiyet cok onemli oldugundan kullandigimiz
yontemin spesifitesi ve sensitivitesi yiiksek olmalidir. Analitik interferansin
azaltilmasi, dogrulugun arttirilmasi ve analiz siiresinin kisaltilmasi amaciyla serum
Klozapin diizeylerinin 6l¢imii igin, sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometre
(LC-MS/MS)’te yeni bir dlgiim metodu gelistirerek, rutin olgtimlerde kullanmay1

planlamaktay1z.

Calismamizda LC-MS/MS’te Klozapin igin metot validasyon CLSI
kurallarina gore gergeklestirilmistir. Saf metanolda ¢6ziilmiis klozapin tablet leri,
serum ile seri dilsyon yapilan diizeyler, 48 hasta numuneleri bu c¢aligmaya dahil

edilmistir.

Metot validasyonu ¢alismasinda en yiiksek intensiye sahip Q1 ve Q3 iyonlar1
sirayla Klozapin igin 327.100ve 270.100, Internal standart igin 152.100 ve 65.100
olarak belirlenmistir. Ionspray voltage (IS) 5000 volt, sicaklik 350 °C, total flow

1.000 ml/dk en yiiksek intensitenin elde edildigi cihaz parametreleridir.

Metot validasyon calismasinda klozapim i¢in 1250-1.2 pg/L aralifi lineer
bulunuldu, linearite grafigi ¢izilmis ve korelasyon katsayis1 (R?) degeri 0,989 olarak
hesaplanmistir. Klozapin i¢in LC-MS/MS’te sinyal giiriiltii oranina gore belirlenen
dedeksiyon limiti 0,6 pg/L, kantitasyon limiti 2.4 pg/ Lolarak tespit edilmistir.

Tekrarlanabilirlik caligmasinda 625 pg/L, 250 pg/L’lik Klozapin serum
standartlar1 ile giin i¢i calisma 1ici, giin i¢i ¢alisma aras1 ve giinlerarasi
tekeralanabilirlik ¢alismalar1 yapilmistir. Calisma i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasinda
elde edilen %CV’leri sirasiyla %5.7, %5.0 olarak bulunmus ve bu konsantrasyonlar

icin tekrarlanabilirlik kabul edilebilir diizeyin i¢indedir. Giin i¢i caligma arasi
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tekrarlanabilirlik ¢alismasinda elde edilen %CV’leri sirasiyla %3.2, %4.6 olarak
bulundu ve bu konsantrasyonlar igin tekrarlanabilirlik kabul edilebilir diizeyin
icindedir. Gilinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda elde edilen %CV’ler sirasiyla
%4.2, %4.7 %olarak bulunmustur ve biitiin konsantrasyonlar i¢in tekrarlanabilirlik

kabul edilebilir diizeyin i¢indedir.

Geri elde ¢alismasinda 625 pg/l, 312 pg/l, 156 pg/Lkonsantrasyonunda {i¢
Klozapin serum standardi kullanilmistir. Geri elde % degerleri sirasiyla %97.76,
%97.11, %130’tiir. Ugiincii numunede geri eldede bozulma bulunmustur, Klozapinin
serumdeki terapotik araligt 350 — 600 pg/Loldugundan dolayr distk

konsatrasyonlara dikkat edilmedi.

Klozapin, Olanzapin ile interferans calismasi yapilmistir. Klozapinin iki
farkli diizeyleri 625 pg/L ve 250 ng/L elde edilen bias degerleri sirayla %-4.85 %
4.87dir.

Tasima calismast Sonugu EP-evaluator analizi ile degerlendirildiginde -21.4

olarak tespit edilmistir

Nunumune stabilitesinin tespitinde iki farkli hasta numuneler: kullanildi,
yapilan calismada ilk Ol¢lime gore hesaplanan % biaslar 7. Giinlinde %-13.17 ve
%16.05 , 14. Giliniinde %-2.29 ve %-1.05, 21. Giiniinde %-14,77ve %-11.3 olarak

bulunmustur.

Dondurma-Coézme etkisini belirlemek i¢in 625 pg/L ve 250 pg/L iki farkl
konsatrasyonlar ile yapilan c¢aligmada ilk oOl¢iime gore hesaplandi, 625
pg/Lhesaplanan % biaslar 2.don-¢6z analiz ig¢in %-0,78 3.don-¢6z analiz igin %-1,
73 ve 4.don-¢oz analiz icin %-4,41olarak bulunmustur, 250 pg/L ise hesaplanan %
biaslar 2.don-¢6z analiz igin %-9.25 3.don-¢6z analiz i¢in %-1. 48 ve 4.don-¢6z

analiz i¢in %-15.9 olarak bulunmustur.

Matriks etkisinin ¢aligmasinda ti¢ farkl diizey kullanildi (625, 156, 78 pg/L)
elde edilen CV’leri sirasyla 4.24, -12.09, 16.49’dur.
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6. SONUC VE ONERILER

Klozapin dl¢iimii psikiyatrik bolimiinden talep edildigi ve onemli bir ilag
grubuna girdigi i¢in yaptigimiz ¢alisma biiylik bir 6nem tasimaktadir. Yaptigimiz
caligma CLSI protokollerine uygun olarak gergeklestirildi ve elde edilen calisma
sonuglart hesapladiktan sonra bu metot biyokimya boliimiinde rutin olarak

kullanabilecegimizi diistinmekteyiz.
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Karar Sayis 2017/308 S.U. Tip Fakiiltesi Tibhi Biyokimya Angbilim dali &fretim Gyesi
Prof.Dr.Ali UNLU ntin *Bivolajik sivilarda Klozapin dlgimd igin LC-MS/MS yontem kurulmasi™ baghkh
arastiomasinin degerlendirilme talebi ile ilgili 19.10.2017 tarihli dilekgesi ve ekleri goriigildi.

Yapilan inceleme ve gorismelerden sonra; ProfDr.Al UNLU niin “Biyolojik stalarda Klozapin
dlctimil igin LC-MS/MS yintem kurulmas:™ adls arastrmasim kabuliine oy birligi ile karar verildi.
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